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Verfahren zur Untersuchuno der Aktivitat von lonenkanai n 



Die vorliegende Erflndung betriffl in V rfahren zur Untersuchung der AWivitat von 
lonenkanalen. 

Die l\/lembranen lebender Zellen erfQIIen eine Vielzahl von Funktionen, die fQr die 
Unversehrtheit und Aktivitat von Zellen und Geweben von gro&er Bedeutung sind. 
Abgrenzung und Regelung des Zellinhaltes, Stoffaustausch sowie Weiterieitung von 
Signalen sind Beispiele fQr derartige Funktionen. Geladene IVIolekUle und 
anorganische lonen (wie beispielsweise Na*-, K*. Ca^*- und Cl-lonen) konnen 
IVIembranen nicht durch einfache Diffusion durch die Lipiddoppeischiclit 
durciiqu^ren, sondem benStigen hierzu bestlmmte Transportsysteme der Membran. 
Derartige. Transportsysteme umfassen insbesondere lonenkanaie. von denen eIne 
groQe Vielzaiil niclit zuietzt aufgrund itirer Immensen Bedeutung for diverse 
Krankheitsbllder sehr gut u.a. im Hinblick auf liire blocfiemlsclien und 
elektrophysiologischen Eigensciiaften ciiarakterisiert sind. Derartige lonenkanale 
kdnnen gezielt geeffnet und geschlossen werden, so dass lonen nicht standig durcii , 
diese flie&en kOnnen. Der Nettodurchfluss von individuellen ionen wird hierbei von 
Faktoren wIe der Penneabilitat fQr dieses Ion. dem Konzentrafionsgradienten des 
Ions und der elektrischen Potentiaidifferenz zwisclien den beiden Seiten der 
Membran bestimmt Im allgemeinen untersciieidet man lonenkanaltypen. die auf 
eIne Anderung des elektrischen l»otentials reagieren (spannungsabhangige 
lonenkanale) von solchen, die auf bestimmte Signaistoffe, sog. Ti^nsmitter, 
reagieren. Des weiteren sind ionenpumpen bekannt, die fQr den aktiven 
lonentransport entgegen des elektro-chemlschen Gradlenten uriter 
. Eneigiey^rbrauch sorgen. Auf diese Weise werden charakteristische Unterschrede in 
den idnenkohzentrationen zwischen Intra- und extrazellularem Raum aufgebaut biiw. 
•aufrechterhalten. EIn wichtiges Beispiel ist die sogenannte Natrium-Kalium-Pumpe. 
welche eln^n gekoppelten Transport von Natrium urid Kallum unter Verbrauch von 
ATP als Energiequelle ermogllcht.. 

: 

Es ^ind ^ir|e.yielzahl von Krankheitsbildern bekannt, die m dikamentos durch eine 
gfzfelte B einflussung der AklivltSt von lonenkanalen b handelt werden. Hierzu 
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gehoren u.a- Antlarrythmika, d.h. Mittel zur Behandlung von Herzrhythmusstdrungen, 
die nach ihren elektrophysiologischen Wirkungsmechanismen in unterschiedliche 
Klassen ingeteilt warden. So wirkt beispi Isweise der Calciumantagonist Verapamil 
Qber eine Blockade von CalcjumkanSIen, wahrenddessen Vertreter der 
Kallumantagonisten wie Amfodaron und Sotalol durch Blockade von Kaliumkanalen 
efne selektive Veriangerung der Aktionspotentialdauer bewirken. Weitere 
Krankheitsbllder, die durch eine Aktivierung oder Blockade von lonenkanalen 
beeinflufit werden kOnnen, sind z,B. eine groBe Anzahl der ZNS-Erkrankungen 
(Epiiepsie, Schmerz» Schlaganfall, Migrane), Autoimmunerkrankungen, Kreb$ oder 
Diabetes. 

Im Rahmen der pliarmazeutischen Wfrkstoffforscliung ist es wQnschensv^ert, 
Testverfahren zur VerfQgung zu haben, mit denen der Einfluss einer potentiell 
pharmakologisch aktiven Substanz auf derartige lonenkanSle genau erfasst werden 
kann. Dies ist zum einen von Bedeutung fur die Entwicklung von Substanzen, deren 
VVirkmechanismus auf der gezieiten Beeinflussung von lonenkanalen basiert, zum 
anderen. aber auch fQr die Evaluierung von potentielien Nebenv^i^irkungen, d.h. die 
Unerwunschte Beeinflussung von lonenkanalaktivitaten durch die putativen 
Phamnaka. 

Das Membranpotentiaf lebender Zellen wird mal^geblich durch die intra- und 
extriazellularen Natrfoni-; Kalium- und" Chlorid-lortenko'nzgntratlonen " Bestimfhtr 
Untersucht man beispielsweise den Einfluss der Blockierung eines Kaliumkanals auf 
das Ruherhembranpotentral lebender Zeilenp dann wIrd nach der Goldmann-Hodgln- 
katz-GIeichung im wesentlichen die Leltfahigkeit von Kalium Qber die A/lembran 
yerSndert, was sich auf das l\Aembranpotential auswirkt. Dieser Veranderung kdrinen 
Zellen unter anderem damit begegnen, dass die Lertf^higkelt anderer lonen Qber die 
Membran ver^ndert wird. so dass ein Nettoeinfluss der Kaliumkanalblockade auf das 
iyiembranpotential verringert oder sogar verhlndert wird. Dies kann durch die 
Aktivierung von Pu mpensystemen in den Zellen erfofgen, die aktiv lonen 
trarispbrtieren. 
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Erfasst man nunmehr in einem Testverfahren das Membranpotentlal lebender Zellen 
unter Einfluss elner potentiellen oder bekannten pharmakologfsch aktiven Substenz, 
so besteht die Gefahr, dass der gemessen Potentialwert aufgrund der 
beschriebenen Gegenregulationsmeclianismen verHlsclit ist. Diese VerfdJschung 
kann sogar soweit gehen, dass eine Beeinflussung des IVIenribranpotentials be! 
Vorliegen eines ungOnstigen Signal-Rausch-VerhSitnlsses gegebenenfalls nicht 
meiir erkennbar ist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es somit, ein Testverfahren zur 
Untersuchung der AktivitSt von lonenkantlen bereitzusteiien. welches die 
vorgenannten Storeinflusse minimiert. 

Diese Aufgabe wird gekSst durch ein Verfahren mlt den IVIerkmafen des 
unabhSngigen Anspruchs 1. Die weiteren AnsprQche betreffen bevorzugte 
AusfOhrungsformen der vorliegenden ErTindung. 

Die vorliegende Erfindung betriffl ein Verfahren zur Untersuchung der Aklivltat von 
lonenKanalen mit folgenden Schritten: 

Bereitstellen efner Probe enthaltend eine oder mehrere Zellen, welche 

membranstandige lonenkanSle aufwelsen, und 

Ermitteln eines Werteis eines IV^essparameters als Indikator fOr die 
- Aktivitat der lonenRan^iie, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Ermitttung des Wertes des Messparameters bel 
elner Temperatur deutlich geringer als die iibliche Raumtemperatur, insbesondere s 
etwa 10 X, durchgefDhrtwird. 

Dfe vbriiegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis. dass man durch 
. Tenip^turerniedriguhg den Zellen die l\/iaglichkeit entziehen kann, das 

Membranpotenljal durch die Aktivlerung der vorgenannten Pumpensysteme zu 
' beeiriifloss^n, Im Stand der Technik beschriebene Testverfahren z.B. zur Evaluierunjg 
;'vori. Kaliumlcanalblbckem werden typischenyeise bei Karpertemperatur, d.h, 37 "C, 

oder .bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Entzleht man den Zellen die Moglichkejt. 
'.das Membranpotentlal durch die Aktivierung der vorg nannt n Pumpensysteme zii 
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beeinflussen, indem man die Temperatur erniedrigti dann konrien die 2 Hen einer 
Anderung des Membranpotentials durch Blockade von Kalium- oder Natriumkanalen 
nicht mehr so effektlv wi bei 37 *C oder Raumtemperatur begegnen. 



Gemaa der vorliegenden Erfindung ist es bevorzugt, eine Bestimmung des 
Messparameters bel Temperaturen von etwa ^ 1 Q ''C, insbesondere jedoch etwa ^ 5 
durchzufuhren. Besonders bevQrzugt sind hierbei Temperaturen etwa < 2 ^C- Die 
untere Temperaturgrenze betragt vorzugsweise 0 ^C, Da die zu untersuchenden 
Zellproben typischenveise in isotonischen Pufferl5sungen vorliegen, ist es prinzipiell 
auch moglich, knapp unter 0 ^^C zu messen, typlscherwelse bis zu - 2 ^'C oder - 4 

Vorzugswieise ist der Messparameter das Membranpotential der Zelle oder ein MaB 
hierfOr. Es 1st jedoch in einer weiteren AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen 
Verfahrens auch mogHch, dass der Messparameter eine extra- und/oder 
fntrazelluldre Ionenkonzentratlon oder eIn Mafi hierfur ist. 

Insbesondere ist es bevorzugt, dass der Wert des Messparameters vor, wahrend 
und/oder nach Zusatz einer die Aktivitat der lonenkanale (potentlell) beelnflussenden 
Testsubstanz emilttelt wird. Hierbei kann insbesondere die Aktivitat eines 
transmitterabhSngigen lonenkanals untersucht warden. Es kann jedoch auch die 
"^^'^t a«nes s^^^^ lonenkanals ernniittelf warden. Hierbei kann es 

sich insbesondere um die Aktivitat eines Kallumkanjals. eines Natriumkanals oder 
eines Calclumkanals handeln. 

.. pie Enritflung eines Ma&es fOr die lonehkonzentration oder das Membranpotential 
' k^nri . Z.B. durch Fluoreszenzmethoden, radioaktive Methoden oder 
Atbrriabsorptionsspektroskopie erfotgen. 

Ais Mafi . fQr das Membranpotential kann z.B. die Fluoreszenzemission eines 
spannungssensltiven Ruoreszenzfiarbstoffes, insbesondere de^ Farbstoffes 
Dibac4(3) dienen, wie welter unten ausfOhrlicher dargest lit. Es l<ann jedoch auch 
bevdrzugt sein. die lonenkonzentration von Rubidium (ais Austauschion), 
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Insbesondere radioaktivem Rubidium, zu messen. Ferner kann z.B. die 
lonenkonzentration von Caloium mittels Chelatoren gemess n warden. 

Dfe bei den erfindungsgemad niedrlgen Temperaturen durchzufuhrende 
Bestimmung des Membranpolentials kann insbesondere mitteis an sich bekannter 
Fluoreszenzassays unter Venwendung handelsOblicher Fluoreszenzreader (z.B. 
FLIPR der Fa. Molecular Devices), konfokaler Fluoreszenzmikroskope oder 
durchfluBcytometrischer Apparaturen durchgefohrt werden. HIerbei kannen 
typischen^/eise potentialsensitive Fluoreszenzfarbstpffe, wie 2.B. der handelsQbiiche 
VerteilungsfarbstofP Bis-(1 ,3-dibutylbarbitricacid)trimethaneoxonol (Dibac4(3)), 
Anwendung finden. Dibac4(3) ist efn FarbstofT vom Bfs-oxonol-Typus, dessen 
Verteilung im Zellcytosol bei Membrandepolarisation erhoht wird. Dieser Vorgang 
geht elnher mit emer Erhehung der FluoreszenzintensitSt Tritt der Farbstoff somit 
bei einer Depolarisation des Ruliemembranpotentials derZellen z. B. aufgrund einer 
Blockade von spannungsabhangigen Katiumkanalen in die Zellen ein, so ist eine 
ErhShung der Fluoreszenzintensitat detektierbar. In vorteilhafter Weise wird im 
Qbrigen die Quantenausbeute dieses Oxonolderivats durch die ernledrigten 
Temperaturen begQnstigt Durch die lilermit elnhergehende Erhehung der 
Srgnalstarke kann somit zusStzlich zu der oben beschriebenen Inl^ibierung der 
zellularen Pumpsysteme ein nochmals verbessertes Signal-Rausch-Verhaltnis 
herbeigefQhrt werden. 

. Efn welterer Vorteil betrifft die Stabilitat des auszulesenden Signals. Bei einer 
pijrclifdhrung des Tests bei 37 "^C oder Raumtemperatur konnen die anfangs durch 
^ugabe eines Kanalblockers (wie z. B. Kaliumkanalblocker) auf Zellen 

. ^ heryorge Fiuoreszenzslgnale (z. B. Dibac4(3>-Fluoresz:enz) u,a, aufgrund der 

X^tigkeit von endogenen lonenpumpen nach .einem kurzen transienten Anstieg 
; - wieder auf den Anfangszustarid zurQckgefQhrt werden. Dies bedeutet, da& das 
zieitllche Fenster zur Messuhg eines Effektes von Substanzen auf die lonenkanale 

. eng^ so dafi eine online-Messung in einem sehr kurzen Zeltfenster 
(typlschery/erse weniger als 2 min) hach Zugabe der Testsubstanz erfblgen muli, 
was..rTijt.hphen Anforderungen an das Messgerat verbundeh ist. Wird der Test bei... 
erhiedrigten Temperaturen durchgefOhrt. dann beobachtet man einen solchen Abfall 
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des initial hervorgerufenen Signals nicht oder nur In elnem sehr verringerten 
AusmaR. Dies hat den Vort il. daS di Messung ein s Effektes einer Substanz auf 
einen zu untersuchenden tonenkanal auch nach mehrstOndiger Inkubation erfolgen 
kann. Dies wiederum erieichtert ein Screening einer gro&en Anzahl von Substanzen 
erheblich uhd erhdht damit den Durchsatz. Die Umwandiung eines translenten 
Signals In eInen stabilen Ausleseparameter macht vlele lonenkandle erst fQr ein 
Screening zuganglich. 

Die vorfiegehde Erflndung wird nachfolgend in elnem experimentellen Beisplel 
verdeutllcht. 

Beispiel 1: 

CHO Zellen. die stabll mit dem spannungsabhangigen Kaliumkanal HERG 
transfizlert wurden, wurden trypsiniert und abzentrifugierL Die Zellen wurden danach 
In 1X Puffer (10 mM HEPES. pH 7,3. 140 mM Na*. 2 mM K*. 1 mM Mga2, 2 mM 
CaCis) mit 4mM DIBAC4(3) (Molecular Probes) auigenommen und in einer Zahl von 
2E4Meli in 50 pi auf sine 384-well Mikrotiterplatte mit. transparentem Boden 
gegeben, in der die folgenden Substanzen vorgelegt waren: 5 |Jl Puffer (2 mM K*), 
5pl Puffer ->- 300 mM K"^. und 5 \i\ Puffer + 10 pM E4031/2 mM K^ 

Dibac4(3) diente als spannungsabhSngiger Fluoreszenzfarbstoff. der bel einer 
bepolarlsieruhg der Zellmembran (z.B. Henrorgerufen durch Erhohung der 
extrazellularen Kaliumkonzentration oder durch Stockade von Kaiiumkan^en) durch 
die Zellmeimbran in die Zelle eintrttt, dort an intrazellulSre Proteine und Membranen 
bindet. was zu einer ErhShung der Fluoneszenz fQhrt. 

In den oben beschriebenen AnsStzen wurde die Kaliumkonzentration durch Zugabe 
einer geeigneten Stamrnmlfisung auf 2 mM (Null-Kontrolle) sowle auf 30 mM 
gebracht (Kontrolldepolarlsierung). Als Antagonist des HERG-Kaliumkanals wurde 
E4031 bei einer Kaliumkonzentration von 2 mM dazugegeben. 

Die Auslesung erfolgte nach einer 150-minQtigen Inkubation auf Bis sowie einer steh 
dafari anschlie&enden Inkubation fQr 30 Minuten bel .Raumtemperatur auf elnem 
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handelsQblichen Fluoreszenzlesegerat (Fluostar, bmg) bei rner Anregungs- 
welleni^nge von 485 nm und einer EmlssionswellenlSnge von 525 nm. 

Die Ergebnisse des vorbeschriebenen Testverfahrens sind in nachstehender Tabelle 
1 sowie Figur 1 zusanninengefasst. Man kann erkennen, dass die 
Fluoreszenzsignalsteigemng, die durch Blockade des HERG-Kaiiumkanals dureh 
den Antagonlsten E4031 hervorgenjfen worden ist, bei Inkubatlon auf Eis signifikant 
stdrker ist als bei Raumtemperatur. Die Steigerung des Signals erhoht sich von 
41,76 % bei Raumtemperatur auf 66.62 % auf Els. 

Tabelle 1 



150 min Inkubaitlon auf Ei$ plus 30 min anschliefiende Inkubation 
bei Raumtemperatur 

Mittelwert Stdabw** Fehler[%] Signal- 
Rfu* steigerung 



2mMk* 9037.67 211.27 2.34 

SOmMK'^ 19496.33 376.26 1,93 115.72 

IjjM 12811.67 350.54 2.74 41.76 

E4031 

150 min Inkubation auf Eis 

2mM 13997.67 217.94 1.56 

30mM . 29496.67 648.56 2.20 110.72 

. .. i\sM 23323;00 567.56 2.43 66.62 

E4031 



Rfii: relative Fluoreszenzintensitlkt 
Stdabw: Standardabwelchung 

Steigerung des ermlttelten Flubreszenzsignals im Vergleleli zur Nullkontrolle 
(Fluoreszenzsignal bei 2 mM K*) 



7 



Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 01/24/2005 



AnsprQche 

1* Verfahren zur Unfersuchung der Aktivltat von lonenkanaien mit folgenden 
Schritten: 

Bereitstellen einer Probe enthaltend elne Oder mehrere Zellen, wetche 
membranstandige lonenkanaie aulweisen, und 

Ermlttein eines Wertes eines Messparameters als Indikator fQr die 

Aktivitat der lonenkanaie, 
dadurch gekennzeichnet. dass die Ermittlung des Wertes des Messparameters bei 
elnerTemperatur^ etwa 10 ^^C durchgefQhrt wird- 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Ermrttlung des 
Wertes des Messparameters bei einer Temperatur < etwa 5 ^C, insbesondere ^ 2 
''C, besonders bevorzugt zwlschen 1 *C und 0 ""C erfolgt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Ermittlung 
des Wertes des Messparameters bei einer Temperatur zwischen etwa ICC und - 4 
;:.Ceifolgt 

4- Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet 
dass der Messparameter das Membranpotentiai der Zelle oder ein Ma& hierftlr ist 

5. Verfahren nach eineni der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Messparameter eine extra- und/oder Jntrazellulare lonenkonzeniration oder 
eIn Mas hierfur ist. 

6. Verfahren nach eInem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeiciinet 
dass der Wert des Messparameters vor, wahrend und/oder nach Zusalz einer dfe 
AktiVitat der lonenkanale potentiell beelnflussenden Testsubstanz ermittelt wifd- 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriich , dadurch gekennzeichnet. 
d^ss; die' AktiVitat eines transmitterabhSngigen lonenkanals untersucht wird. 

. . 8 • 
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8. Veifahren nach einem der vorherg hend n AnsprQche, dadurch g kennzeichnet, 
dass die Aktivitat ein s spannungssensitiven lonenkanals untersucht wlrd. 

9. Veifahren nach eInem der voifiergehenden AnsprQche. dadurch gekennzeichnet, 
dass die Aktivitat eines Kaliumkanals, eines Natriumkanals oder eines 
Calqiumkanals untersucht wird. 

10. Verf^hren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, daduich gekennzeichnet, 
dass die Ermittlung eines ly/lal&es fOr die ibnenkonzentration oder fur das 
Membranpotential durch Fluoreszenzmethoden, radioaktive i\^ethoden oder 
Aiomabsorpfionsspeictroskople erfolgt. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Ma& fDr das Membranpotential die Fiuoreszenzemission eines 
spannungssensitiven Fluoreszenzf^rbstoffes, insbesondere des FarbstofFes 
Olbac4(3) dient 

1 2. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, 
dpss die lonenkonzentration von Rubidium, insbesondere radioaktivem rubidium, 
geirnessen wird. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche. dadurch gekennzeichnet, 
dasf die lonenkonzentration, insbesondere von Calcium, mittels Cheiatoren 
gemessen wird. . 

14..VeHfahnBn nach einem der yorheigehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, 
. d^ss. die W'erte mehrerer ly/Iessparameter ermitteit werden. 

JfSv^Verfahren nach eineni der vorheigehenden AnsprQche zur Anwehdung in der 
phaniiazeutis;c^^ insbesondere im Hochdurchsatzscreening 

. yon pot^ntieli Oder nachweisikih akUven pharmazeutischen Substanzen. 
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Zu ammentassuna 

Die vorllegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung der Aktivitat von 
fonenkanalen mit folgenden Schritten: 

Bereitstellen elner Probe enthaltend eine Oder mehrere Zellen, welche 

membranstandige lonenkanaie aulweisen. und 

Ermittein eines Wertes efnes Messparameters als Indlkator for die 

Aktivltat der lonenkanaie, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Ermittlung des Wertes des Messparameters bei 
einer Temperatur s etwa 1 0 *C durchgefQhrt wird. 
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